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RESUMO 
Ferro é um mental essencial e desempenha funções importantes na fisiologia 
de mamíferos. No entanto, a sobrecarga de ferro bem como o seu depósito nos 
tecidos têm levado a disfunções endócrinas. Estudos que avaliam os efeitos da 
sobrecarga de ferro aguda no eixo hipotálamo-hipófise-gonodal (HPG) são 
particularmente escassos. Este estudo avaliou a sobrecarga de ferro aguda 
sobre a função HPG, a produção de radicais livres e os efeitos nos parâmetros 
hemodinâmicos. Ratas Wistar foram tratadas com ferro dextrano (250, 500 e 
1000 mg/Kg ip) e sua morfofisiologia reprodutiva foi avaliada por meio da 
análise histológica, foi mensurado a concentração de ferro por 
espectrofotometria de absorção atômica, estresse oxidativo na hipófise, ovário 
e segmentos aórticos pela técnica de DHE e a concentração plasmática de 
estrogênio nas ratas tratadas com ferro. O tratamento com sobrecarga de ferro 
desencadeou acúmulo nos tecidos, aumento na produção de ânion superóxido 
na hipófise, ovário e aorta, prejudicou no desenvolvimento folicular ovariano 
bem como redução da concentração plasmática de estrogênio e alterou a 
PSVD nas ratas do grupo Fe 500. Ademais, estes dados fornecem evidência in 
vivo em que a sobrecarga de ferro aguda é tóxico para morfofisiologia do eixo 
HPG, que pode estar associado com riscos à função reprodutiva. 
Palavras-chave: sobrecarga de ferro, disfunção endócrina, anormalidade eixo 
HPG, estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 
Iron is an essential metal and plays critical role in physiologic process of 
mammals. However, iron overload as well their tissue deposit have been shown 
to be endocrine disrupters. However, studies evaluating the effects of acute iron 
overload on hypothalamus-pituitary-gonodal (HPG) axis health are particularly 
sparse. This study evaluated the acute iron overload on the HPG function, the 
production of free radicals and the effects on hemodynamic parameters. 
Females rats were treated with iron dextran (250, 500 e 1000 mg/Kg ip) and 
reproductive morphophysiological was assessed by histological analysis, was 
measured the concentration of iron by atomic spectrophotometry, oxidative 
stress in the pituitary, ovary and aortic segments by DHE, estrogen levels in 
female rats treated with iron. Treatment with iron overload triggered 
accumulation in tissues , increase of superoxide anion production in the pituitary 
, ovary and aorta, abnormal ovarian follicular development and reduction of 
estrogen levels and changed the PSVD observed in the group Fe 500. 
Together, these data provide in vivo evidence that acute iron overload are toxic 
for HPG morphophysiology, which may be associated with risks to reproductive 
function.  
Keywords: iron overload, endocrine disruption, HPG axis abnormalities; 
oxidative stress 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 Ferro  
O ferro é um metal essencial para homeostase celular e participa de 
diversos mecanismos fisiológicos: síntese de hemoglobina, ligação e transporte 
de oxigênio através da hemoglobina e mioglobina, reações de oxidação-
redução, proliferação celular, síntese de DNA e ação como cofator enzimático 
na cadeia respiratória mitocondrial. Pode se associar a proteínas, como 
NADPH oxidase e oxido nítrico síntase, participando na catálise de reações 
metabólicas e/ou imunológicas (Dunn et al, 2006; Ganz, 2013; Gudjoncik et al, 
2014).  
A obtenção do ferro é feita de duas formas: absorção pelo epitélio 
duodenal e/ou reciclagem do ferro contido nas hemoglobinas das hemácias 
(Dunn et al, 2006).  Uma das fontes de ferro alimentares são carnes vermelhas 
e derivados animais, que se encontra na forma heme (mais facilmente 
absorvida). Já em vegetais folhosos e grãos, o tipo não hêmico, que está 
principalmente na forma férrica (Fe3+) (Grotto, 2010). No epitélio duodenal 
cerca de 10% do ferro encontra-se complexado com proteínas (heme) e os 
outros 90% encontram-se na forma não-heme. Quando na forma iônica 
apresenta-se como íon férrico (Fe3+). Essa forma não pode ser absorvida pelos 
enterócitos e necessita ser reduzida para a forma ferrosa (Fe2+) pela enzima 
ferrirredutase, presente na membrana dos próprios enterócitos. Quando 
reduzido, o ferro é absorvido pelo enterócito pela ação do transportador de 
metal divalente (DMT-1) e associado à proteína ferritina.  
 
1.1.1 Cinética do ferro 
O ferro heme é absorvido pelo enterócito no epitélio duodenal, através 
da proteína transportadora heme-1 (HCP1) e transportador de metal divalente 1 
(DMT1). Para a absorção da forma Fe3+ ocorre uma reação de redução, 
através da redutase férrica, para a forma ferrosa (Fe3+). Após absorção, no 
meio intracelular certa quantidade de Fe2+ é convertida para Fe3+ e se liga à 
ferritina e o restante de Fe2+ se liga ao transportador basolateral, a ferroportina, 
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direcionando-se para o sangue para ser convertido em Fe3+ pela ação da 
ferroxidase hefaestina, se ligando posteriormente à transferrina. O ferro heme é 
absorvido através do HCP1, e no meio intracelular o ferro é liberado da 
protoporfirina pela heme oxigenasse, e segue o mesmo destino do restante do 
Fe2+ presente do enterócito. O organismo humano absorve cerca de 1−2 mg de 
ferro  por dia em uma dieta normal contendo entre 13−18 mg de ferro  (Dunn et 
al, 2006, Grotto, 2010; Siddique & Kowdley, 2012; Ganz, 2013,). 
Além da absorção intestinal, a reciclagem do ferro pode ocorrer pela 
fagocitose e a degradação de hemácias senescentes são uma fonte importante 
de ferro para o organismo (25−30 mg por dia), quantidade que é suficiente para 
manter a hematopoese diária. Esse processo é realizado principalmente pelos 
macrófagos do baço e medula óssea e em menor proporção nas células de 
Kupffer no fígado, que ocasiona em liberação de ferro e bilirrubina. O ferro é 
pode então ser retido nas moléculas de ferritina no macrófago ou exportado 
pela ferroportina para circulação (Grotto, 2010). 
 
Figura 1: Metabolismo do Ferro. (A) Principais vias de absorção do ferro iônico de origem 
dietética nos enterócitos. 1- ferriredutase; 2 - DMT1; 3 - ferroportina; 4 - Hefastina; 5 - Receptor 
de transferrina; TF - Transferrina. (B) Principais vias de utilização do ferro pelos eritroblastos. 
Hb - hemoglobina. Modificado de Muñoz, 2009. 
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No meio extracelular o ferro ferroso é novamente oxidado pela enzima 
hefastina na membrana basolateral dos enterócitos, o que permite sua ligação 
com a transferrina, uma proteína plasmática sintetizada no fígado, retina, 
testículo e cérebro. (Muñoz et al, 2009; Grotto, 2010). A transferrina possui 2 
sítios, e em pH neutro pode transportar até dois átomos de ferro, e além disso 
o solubiliza, atenua sua reatividade e facilita sua liberação para as células 
(Grotto, 2010). Atua como um quelante de ferro tornando-o indisponível na 
forma iônica e apenas as células que expressam o receptor de transferrina 
(proeritroblastos, células do sistema imunológico e hepatócitos) terão acesso 
ao ferro de origem dietética. 
Em condições normais, a transferrina humana tem capacidade de 
transportar até 12 mg de ferro. Porém, esta capacidade raramente é utilizada, e 
em geral de 4-6 mg de ferro circulam ligados a transferrina, equivalente a 
aproximadamente 30-50 % de saturação pelo ferro. Quando complexado a 
transferrina, a internalização do ferro é iniciada pela interação desse complexo 
com receptor da transferrina (TfR) (Ponka et al, 1998; Dunn et al, 2006) que 
levará, após várias etapas, como a endocitose do complexo apoTf-TfR-HFE, 
com posterior liberação do ferro (Dunn et al, 2007; Grotto, 2010; Siddique & 
Kowdley, 2012). Além disso, alguns sistemas/órgãos podem captar o ferro 
também não ligado a transferrina, como o coração e o fígado (Liuzzi et al, 
2006). Dessa forma, quando a capacidade de ligação a transferrina está 
totalmente saturada o ferro pode circular livremente pelo soro, intensificando 
seu depósito tecidual (Grotto, 2010). O ferro fica armazenado na forma de 
estoques de ferritina e hemossiderina, normalmente presentes nas células do 
baço, fígado e medula óssea (Grotto, 2010). 
O ferro é eliminado do organismo pelas secreções corpóreas, 
descamação das células intestinais e epidérmicas ou sangramento menstrual. 
No entanto, em situações de sobrecarga, como o organismo não possui 
mecanismos específicos que regulem sua eliminação, o equilíbrio do ferro 
corporal necessita de especial comunicação entre os locais de absorção, 
utilização e estoque (Grotto, 2010). 
Desordens de origens primárias ou secundárias podem causar 
sobrecarga de ferro no organismo, ocasionando depósitos de ferritina e/ou 
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hemossiderina em vários tecidos (Siddique & Kowdley, 2012), incluindo fígado, 
baço, coração, artérias, cérebro e pulmão (Day et al, 2003; Jiang et al, 2007; 
Lou et al, 2009; Ma et al, 2012;), contribuindo para o desenvolvimento de 
lesões importantes nesses sítios. 
O desequilíbrio das concentrações de ferro no organismo pode 
acarretar consequências fisiopatológicas. Por exemplo, a falta de ferro provoca 
a anemia, com prejuízo do transporte e oxigênio pelos eritrócitos, enquanto a 
sobrecarga deste elemento está associada à formação de radicais livres e 
peroxidação lídipica, comprometendo a função de diversos órgãos e sistemas 
(Muñoz et al, 2009). 
 
 
1.2 Sobrecarga de Ferro 
A sobrecarga de ferro tem sido relacionada a muitas desordens morfo-
funcionais em diversos órgãos, sendo o fígado, o principal órgão afetado pois é 
seu principal local de armazenamento. (Siddique & Kowdley, 2012; Santos et 
al, 2012a; Santos et al, 2012b). 
O depósito contínuo de ferro no fígado desencadeia um processo 
inflamatório que provoca um enrijecimento que pode evoluir para cirrose ou 
câncer. No pâncreas, o processo inflamatório, causado por ferro em excesso, 
pode prejudicar a capacidade de se produzir insulina, levando a um quadro de 
diabetes. No coração, o efeito tóxico do ferro pode provocar arritmias e 
insuficiência cardíaca, mesmo em pessoas jovens (Ministério da Saúde, 2008).  
Um sintoma recorrente de sobrecarga de ferro é a pigmentação 
marrom da pele, provocada pela melanina e deposição de ferro na camada 
basal da epiderme e em torno de glândulas sudoríparas, sendo mais 
pronunciada nas regiões onde a pele é exposta ao sol. (Siddique & Kowdley, 
2012). 
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21.2.1 Sobrecarga de Ferro primária e secundária 
A sobrecarga de ferro pode ser classificada em primária ou secundária. 
Na primária estão incluídas as alterações em genes de proteínas relacionadas 
à absorção de ferro, chamada hemocromatose hereditária. A sobrecarga de 
ferro está comumente associada a mutações nos genes que codificam 
proteínas envolvidas em sua homeostase como HFE, TfR, HJV, BMP6 e 
HAMP, caracterizando o desenvolvimento de diferentes formas de 
hemocromatoses (Siddique & Kowdley, 2012). 
A hemocromatose hereditária (HH) é uma doença autossômica 
recessiva, resultante de perda da regulação da entrada de ferro na circulação, 
levando ao acúmulo de ferro que deposita em diversos tecidos. A HH 
relacionada ao gene HFE (HH tipo 1) ocorre em aproximadamente 80% dos 
casos de HH. A proteína codificada pelo gene relacionado à hemocromatose 
(HFE) normalmente participa de vias inibitórias para a absorção e 
disponibilização de ferro, compete com a transferrina (proteína transportadora 
de ferro) na ligação com seu receptor (TfR1), regulando a passagem deste íon 
para o citoplasma das células do organismo (Edison et al, 2008; Santos et al, 
2009), e ainda parece sinalizar para o estímulo da expressão de hepcidina em 
situações de ferro sérico elevado (Darshan & Anderson, 2009). 
Dentre as HH não-HFE, destacam-se as tipo 2, 3 e 4. A HH tipo 2 é 
mais rara, causada tanto por mutações no gene para a hemojuvelina (tipo 2A) 
quanto para a hepcidina (tipo 2B). A HH tipo 3 é causada por mutações no 
gene codificador do receptor de transferrina 2, comprometendo assim como na 
HH tipo 1, o controle da expressão de hepcidina e a interação com transferrina 
na sinalização em elevações dos níveis de ferro. Já a HH tipo 4 é uma doença 
autossômica dominante, originada por mutações no gene codificador da 
ferroportina, o que compromete a saída de ferro de células com enterócitos e 
macrófagos (Cançado, 2010; Siddique & Kowdley, 2012) 
A sobrecarga de ferro pode ocorrer, também devido às causas 
secundárias tais como: transfusões sanguíneas repetidas em decorrência de 
anemias hemolíticas (talassemias, esferocitose hereditária, anemia autoimune, 
entre outras), presença de doenças hematológicas (anemia sideroblástica, 
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síndrome mielodisplasica) e doenças hepáticas (hepatite C, esteatose hepática 
não-alcolica) (Saad et al, 2010; Siddique & Kowdley, 2012) 
As principais desordens de origem secundária responsáveis por 
sobrecarga de ferro são as desordens hematológicas como: talassemia (maior 
e intermediária), anemias sideroblástica (adquiridas ou congênitas), anemias 
diseritropoiéticas (deficiência de piruvato kinase, anemia perniciosa crônica, 
esferocitose herediária, anemia falciforme e síndrome mielodisblásica), etc. A 
talassemia é a causa mais comum de hematopoese ineficiente consequente 
sobrecarga de ferro secundária. Muitas dessas patologias demandam 
necessidade de múltiplas transfusões sanguíneas, o que pode agravar a 
sobrecarga de ferro (Gattermann, 2009; Siddique & Kowdley, 2012). Nesse 
aspecto, vale ressaltar que a transfusão sanguínea crônica é a principal causa 
de sobrecarga de ferro, independente da doença de base (Gattermann, 2009).  
As tranfusões sanguineas ocorrem nesse pacientes a cada três vezes 
semana, mantendo um íivel de hemoglobina entre 9 e 12 g/dl. Contudo, cada 
unidade transfundida (200 ml) contém 200 a 250 mg de ferro e organismo não 
tem mecanismos fisiologicos para remoção das reservas de ferro (Okonko et al, 
2011). Desta forma, o acúmulo de ferro se dá por  hemossiderose, resultando 
em disfunção multisistemica envolvendo principlamente órgãos com mais altos 
íiveis de receptor de transferrina, coração, figado e sistema endócrino 
(Roussou et al, 2013). Particularmente, o coração é o orgão alvo letal na 
talassemia. As complicações, incluindo-se insuficiencia cardiaca são 
responsaveis por 71% dos obitos desses pacientes. No sistema endócrino, o 
ferro deposita no hipotálamo, hipófise, tireoide e gônadas em ambos sexos 
levando ao quadros de hipotireodismo, hipogonadismo com atraso puberdade e 
baixa estatura (Cançado, 2010).  
 
1.3 Estresse Oxidativo  
Uma vez que não há uma via fisiológica para excreção do ferro do 
organismo, o mecanismo de perda ocorre principalmente por descamação do 
epitelio intestinal e nas mulheres pela menstruação.  A ausência de uma via 
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eficaz para excreção é o principal fator responsável pela situação de 
sobrecarga. Com a sobrecarga de ferro a capacidade da transferrina sérica de 
se ligar ao ferro é excedida, causando o acúmulo de ferro não-ligado a 
transferrina no plasma (Siddique & Kowdley, 2012; Ganz, 2013). Essa forma 
livre do ferro tem forte tendência em mediar reações que levam a produção de 
espécies reativas de oxigênio e consequentemente causam estresse oxidativo 
com lesões e destruição celular (Shazia et al, 2012). 
O ferro por ser um metal de transição, possui eletrons desemparelhados, 
o que lhe confere a capacidade de receber e doar eletrons, atuando como 
catalisador das reações redox que ocorrem nas células (Andrews, 2000; Ganz, 
2013). O Fe2+ pode participar da reação de Fenton (reação 1) produzindo 
radical hidroxila. O superóxido participa da reação de Haber-Weiss (reação 2), 
que combina com a reação de Fenton na produção de radical hidroxila, e reduz 
o Fe3+ formando Fe2+ e oxigênio.  
1 - Reação de Fenton:    Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + OH- + OH• 
 
2 - Reação de Haber-Weiss:  Fe3+ + O2 → Fe
2+ + O2 
                                            O2 + H2O2 → O2 + OH
- + OH• 
O ferro catalisa a conversão do superóxido e peróxido de hidrogênio em 
radical hidroxila, que promove o estresse oxidativo resultando em apoptose e 
morte celular. (Shazia et al, 2012) 
 
1.4 Alterações cardiovaculares 
Estudos clínicos e de modelo animal tem demonstrado que o aumento 
do estresse oxidativo com a sobrecarga de ferro ocasiona prejuízos no sistema 
cardiovascular. (Oudit et al, 2003 e 2004; Lou et al, 2009; Pardo Andreu et al, 
2009; Murphy et al, 2010; Kramer et al, 2012; Cheng & Lian, 2013). 
Estudos demonstraram o aumento de estresse oxidativo no organismo 
de ratos tratados com ferro cronicamente (Lou et al, 2009; Kramer et al, 2012) 
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e agudamente (Lucessoli et al, 1999; Pardo Andreu et al, 2009; Lou et al, 
2009), o que leva a danos importantes no sistema cardiovascular. Estresse 
oxidativo elevado também foi identificado em camundongos tratados com ferro 
cronicamente e subagudamente (Day et al, 2003; Oudit et al, 2003; Oudit et al, 
2004) e em humanos, sobrecarga de ferro decorrentes de origem primária e 
secundária (Gaenzer et al, 2002, Kukongviriyapan et al, 2008).  
Modelos experimentais descrevem que a sobrecarga de ferro no 
organismo animal igualmente induz toxicidade em vários sistemas, incluindo 
disfunção cardíaca com altas taxas de mortalidade, basicamente por aumento 
na geração de radicais livres e diminuição das vias antioxidantes endógenas 
(Bartfay & Bartfay, 2000; Day et al, 2003; Oudit et al, 2003). Em estudo 
experimental de sobrecarga de ferro em ratos, Kramer et al (2012) verificaram 
diminuição do trabalho cardíaco e do débito cardíaco e aumento da pressão 
diastólica final do ventrículo esquerdo. Em camundongos, são descritos 
aumento da mortalidade, bradicardia, hipotensão, disfunção sistólica e 
diastólica, aumento da fibrose miocárdica e estresse oxidativo (Oudit et al, 
2003; 2004) e as alterações da espessura do septo interventricular e da parede 
posterior ventricular durante a diástole são correlacionadas com concentração 
de ferro tecidual, que por sua vez dependem das doses acumulativas de ferro 
(Moon et al, 2011). 
 
 
1.5 Alterações Endócrinas 
Disfunções no sistema endócrino também são comuns em pacientes 
e/ou modelos animais de sobrecarga de ferro, o que resulta em acúmulo no 
parênquima de órgãos como fígado, pâncreas e hipófise, acometendo suas 
funções (Siddique & Kowdley, 2012). Como no desenvolvimento de diabetes 
mellitus, devido à diminuição da secreção de insulina em consequência ao 
acúmulo de ferro nas células beta do pâncreas ou devido á resistência 
insulínica (Hramiak et al, 1997; Mendler et al, 1997). Além disso, 
hipogonadismo pode ocorrer devido a disfunção no hipotálamo, hipófise ou 
gônadas (Siminoski et al, 1990), podendo levar a prejuízos na liberação das 
gonadogropinas, bem como suas ações ovarianas (Edwards et al, 1983). 
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1.5.1 Ciclo reprodutivo  
Em roedores, como as ratas, o ciclo estral ou ciclo reprodutivo regular 
tem duração média de quatro ou cinco dias (Freeman, 1988; Spornitz et al, 
1999; Bianchi et al, 2001) e é caracterizado por quatro fases, proestro, estro, 
metaestro e diestro, com duração média de 12-18h, 25-30h, 24-30h e 28-50h, 
respectivamente (Freeman, 1988). 
 Assim como no ciclo menstrual em mulheres, as concentrações dos 
hormônios luteinizante (LH) e folículo-estimulante (FSH) em ratas começam a 
aumentar no início da fase folicular, ou pré-ovulatória, o proestro, que é 
identificado pela presença de aglomerados de células epiteliais nucleadas, e 
normalmente dura 1 dia. Embora o desenvolvimento folicular ocorra desde o 
início do proestro (Schwartz, 1964), a fase seguinte, o estro, é que corresponde 
à fase ovulatória onde a progesterona encontra-se em seu nível máximo. As 
células da vagina nessa fase apresentam-se rotineiramente cornificadas, com 
intensa descamação. A predominância de células cornificadas dura 1 dia de um 
ciclo de 4 dias, ou pode durar 2 dias consecutivos em um ciclo de 5 dias. Na 
fase seguinte, metaestro, a secreção de estradiol começa a aumentar, 
atingindo níveis máximos no proestro do ciclo seguinte, retornando à linha de 
base em estro. A secreção de progesterona também aumenta durante o 
metaestro, e após o diestro os níveis de progesterona voltam a diminuir. Em 
seguida, o nível de progesterona aumenta para atingir o seu segundo pico no 
final do proestro. O termo metaestro é utilizado para descrever um período de 
transição, ou seja, corresponde à fase entre os ciclos, na qual não há ação 
máxima de apenas um hormônio, e assim as células vaginais se mostram 
diversificadas: uma combinação de leucócitos, células cornificadas e células 
epiteliais. Em seguida, no diestro, as células da vagina não apresentam 
descamação e há grande número de leucócitos no muco vaginal. Nessa fase, o 
estradiol começa a agir sobre o organismo, mesmo com níveis 
correspondentes à metade da taxa máxima. Em um segundo dia de diestro, no 
muco vaginal podem ser observadas células epiteliais nucleadas aglomeradas, 
que anunciam o proestro do dia seguinte, fase em que a ação máxima do 
estradiol ocorre (Schwartz, 1964; Sportnitz et al, 1999). 
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Os neurônios hipotalâmicos, produzem o hormônio liberador de 
gonadotrofinas (GnRH), que após alcançar a adeno-hipófise, estimula a 
produção das gonadotrofinas, LH e FSH. Nas mulheres, estimulam o 
crescimento dos folículos ovarianos, a produção de estrogênio, progesterona, e 
inibina, que atuam em seus órgãos alvo e na modulação ao longo do eixo 
hipotálamo-hipófise. Ademais o LH e FSH induzem a ovulação e iniciam a 
formação do corpo lúteo (Filicori et al, 1986; Magiakou et al, 1997). O ciclo 
reprodutivo é dividido em fase folicular, ovulatória e lútea.  
A fase folicular se inicia logo após a fase lútea tardia do ciclo reprodutivo 
anterior, com o início do crescimento folicular e um aumento dos níveis séricos 
de FSH. Um ou dois dias depois, os níveis de LH tendem a subir, enquanto a 
secreção ovariana de estradiol se inicia. Entre o sétimo e o oitavo dia anterior 
ao pico de LH pré-ovulatório ocorre um acentuado aumento na secreção de 
estradiol ovariano. A elevação do nível sérico de estradiol é acompanhada por 
uma diminuição de FSH. Ocorre em paralelo um pequeno aumento no nível 
sérico de progesterona, e em seguida observa-se o rápido aumento no nível de 
LH, caracterizando o pico de LH ovulatório, momento final da maturação do 
folículo de Graaf com ruptura entre a 16ª e 24ª hora seguinte. O pico pré-
ovulatório de estradiol e a redução da progesterona estão relacionados com a 
rápida maturação folicular, refletindo no aumento da atividade funcional das 
células da teca e da granulosa do folículo maduro, destinado a ovular 
(Magiakou et al, 1997). 
Na fase lútea, as células foliculares estão luteinizadas - sofrem 
hipertrofia, têm sua capacidade de síntese hormonal aumentada, apresentam 
aumento de grânulos lipídicos, aumento do volume nuclear e do retículo 
endoplasmático agranular - e o folículo pós-ovulatório se torna cada vez mais 
vascularizado. O LH é necessário para a sobrevivência e manutenção das 
funções normais do corpo lúteo durante o ciclo reprodutivo. A característica 
mais importante desse período é o aumento acentuado da progesterona 
secretada pelo corpo lúteo. Há um aumento em paralelo no nível de estradiol, 
mas sabe-se que esse aumento é menor comparado ao da progesterona. O 
aumento da progesterona ocasiona o declínio de LH e FSH durante a maior 
parte da fase lútea. Porém, o FSH começa a elevar-se no final da fase lútea 
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para iniciar o crescimento folicular do ciclo seguinte (Yen, 1978; Filicori et al, 
1986; Magiakou et al, 1997). 
Muitos estudos tem demonstrado que o acúmulo de ferro no eixo HPG 
está relacionado com o desenvolvimento de anormalidades reprodutivas diretas 
e/ou indiretas (Roussou et al, 2013). Ademais, em pacientes do sexo feminino 
com acúmulo de ferro no HPG, há uma redução nos níveis basais e pico pré-
ovulatório de LH e FSH, levando há uma redução do desenvolvimento folicular 
ovariano, e consequentemente uma menor produção de estrogênio, 
capacidade ovulatória e corpos lúteos (Asano, 2012). Porém, poucos estudos 
tem investigado a ação da sobrecarga de ferro aguda sobre a função do HPG 
em modelos animais. 
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2  OBJETIVO 
2.1 Objetivo geral: 
Avaliar os efeitos da exposição à sobrecarga aguda de ferro sobre o eixo 
hipotálamo-hipófise-gonodal e os parâmetros hemodinâmicos em ratas Wistar. 
 
2.2 Objetivos específicos:  
1. Verificar se a exposição aguda ao Fe levou um acúmulo no eixo HPG;  
2. Mensurar os níveis de malondialdeído plasmático; 
3. Investigar se sobrecarga aguda altera a produção de ânion superóxido; 
4. Estudar se o tratamento promoveu alterações na concentração 
plasmática de estrogênio, LH e FSH; 
5. Avaliar os efeitos da exposição ao Fe na morfo-histologia ovariana e 
uterina;  
6. Verificar possíveis efeitos na expressão da proteína do receptor ER-α e 
ER-β ovariano e uterino; 
7. Estudar os efeitos da sobrecarga aguda Fe na função hemodinâmica; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Animais experimentais 
Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), 
com 12 semanas de idade, pesando entre 200 e 300  g, cedidos pelo biotério 
do Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da Universidade 
Federal do Espírito Santo - UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas de 
polipropileno (43 cm × 30 cm × 15 cm), sob condições controladas de 
temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e à 
ração. 
O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de 
acordo com os princípios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA-1991). Todos os 
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética em 
Experimentação e Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo 
(UFES - CEUA 010/2013). 
 
3.1.1 Modelo Experimental 
 
Os ratos com três meses de idade, pesando entre 200 e 300 g, foram 
divididos de forma aleatória em quatro grupos experimentais: controle, Fe 250 
mg/Kg, Fe 500 mg/Kg e Fe 1000 mg/Kg (Lucessoli et al, 1999). Os animais 
destinados ao grupo Fe receberam dose única de ferro dextrano via 
intraperitoneal (i.p), diluídos em  NaCl 0,9 %. Os animais do grupo controle 
receberam apenas solução salina (NaCl a 0,9 %) no mesmo volume de 1,5 ml 
e período de tempo. 
O ferro dextrano possui meia vida plasmática de seis horas. Assim que 
administrado, o ferro desliga-se do dextrano e é liberado para o sistema onde é 
armazenado sob a forma de ferritina ou transportado pela transferrina à medula 
óssea. Sua vantagem é a possibilidade de se trabalhar com doses 
relativamente altas, em uma única administração (Cançado, 2010). Dessa 
forma, tornaria possível avaliar o efeito direto da sobrecarga induzido pelo ferro 
dextrano, ou seja, sem a influência da sua absorção gastrointestinal. 
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3.2 Determinação das fases do ciclo estral 
 
O ciclo estral foi monitorado duas semanas antes das ratas completarem 
3 meses de idade, com intuito de verificar a regularidade prevista de 4 a 5 dias. 
A ciclagem foi acompanhada através da coleta diária do esfregaço vaginal, de 
acordo com protocolo adaptado de Marcondes et al, (2002). A secreção vaginal 
foi coletada com uma pipeta contendo 20 μL de solução salina (NaCl a 0,9%) 
através da inserção suave e superficial da ponta da ponteira na vagina da rata. 
O volume de salina era liberado no interior da vagina e, subsequentemente, era 
aspirado e colocado em lâminas de vidro, com uma lamínula por cima do fluido 
vaginal misturado à salina. Em seguida, essas lâminas foram analisadas no 
microscópio de luz (Bel Photonics FLUO-2) sem o uso da lente condensadora, 
com 10x e 40x lentes objetivas. 
As fases do ciclo estral foram determinadas por citologia e definidas pela 
proporção entre os tipos celulares como demonstrado na Figura 2. A fase do 
proestro foi confirmada quando havia predomínio de células nucleadas 
epiteliais; uma predominância de células cornificadas caracterizou a fase do 
estro; a presença de células epiteliais nucleadas, cornificadas e leucócitos em 
proporções semelhantes, foi um indicativo da fase do metaestro. E por fim, 
quando houve predomínio de leucócitos a fase foi caracterizada como diestro. 
As ratas foram tratadas na fase do proestro e após 24 horas iniciamos os 
protocolos experimentais, onde as ratas se encontravam na fase do estro.  
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Figura 2: Esfregaço vaginal das ratas. Foto demonstrando A) proestro – predomino de 
células epiteliais nucleadas. B) Estro - predomínio de células cornificadas. C) Metaestro – 
predomínio de leucócitos com presença de células cornificadas e células epiteliais. D) Diestro - 
predomínio de leucócitos. Imagem A-D (bar: 400 μm). 
 
 
3.3 Dosagem hormonal 
Após avaliação hemodinâmica, as ratas foram submetidas à 
laparotomia, onde a artéria aorta abdominal foi puncionada para a coleta de 
cerca de 5 ml de amostra sanguínea. O sangue coletado foi armazenado em 
tubos BD SST® II Advance®, que contém ativador de coágulo na parede do 
tubo para acelerar o processo de coagulação, e foram resfriados em geladeira 
(4 °C). Posteriormente, essas amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, a 4 ºC 
durante 20 minutos para se obter soro e acondicionado a -20 ºC para medições 
futuras dos níveis de estrogênio, LH e FSH.   
As análises hormonais foram realizadas através de kits de ensaio 
imunoenzimático em microplaca. Para determinação do estrogênio utilizou-se 
Kit DRG Estradiol Elisa (#42K034 DRG Instruments GmbH, Germany), o LH e 
FHS foram medidos usando o kit DS-EIA-GONADOTROPIN-LH e Kit DS-EIA-
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GONADOTROPIN-FSH  (#122043 DA-LH152 and #120037 DA-FSH151 EIA, 
Diagnostic Systems Laboratories, Inc., USA). 
 
 
3.4 Retirada e Pesagem dos Órgãos 
 
Após coleta do sangue, foram removidos os ovários, útero, hipófise, 
hipotálamo, baço e fígado e pesados (peso úmido) em balança de alta 
precisão. Posteriormente, os órgãos foram acondicionados na estufa, exceto a 
hipófise, por 24 horas a 60 ºC para análise do peso seco. 
 
3.5 Análise Histológica 
 
Os ovários e útero foram removidos para análise histológica. Fixados em 
PBS-formol (pH 7,4) por um período entre 24 e 48 horas à temperatura 
ambiente. Após a fixação, os tecidos foram desidratados em etanol, clarificados 
em xilol e banhados em parafina a 60 ºC. Posteriormente, os blocos de 
parafina contendo os tecidos foram cortados em um micrótomo (Leica RM 2125 
RTS), gerando cortes de 5 μM de espessura. Os cortes foram corados com 
hematoxilina e eosina (H&E) e Ferricianeto de Potássio (Azul da Prússia) para 
determinar acúmulo de ferro ferroso (Fe2+) nos tecidos (Gao et al, 2013; Guan 
et al, 2013).  
 Em cada ovário, os folículos e corpos lúteos foram contados em três 
cortes por animal e o número foi expresso por nº folículos/campo de luz. Os 
folículos ovarianos foram posteriormente classificados de acordo com Borgeest 
et al, (2002) e Talsness et al, (2005). Os folículos ovarianos pré-antrais foram 
caracterizados quando apresentaram de duas a quatro camadas de células da 
granulosa, sem espaço antral. Os folículos ovarianos foram classificados como 
antrais quando continham três ou mais camadas de células da granulosa e um 
espaço antral bem definido. Folículos ovarianos atrésicos são os que 
apresentaram células da granulosa desorganizadas, com núcleos picnóticos, 
ovócitos degenerados e desorganizados, e descolamento da membrana basal. 
Os folículos ovarianos primordiais e primários não foram contados. Para a 
morfometria uterina, cinco diferentes regiões serão analisadas em cada uma 
das 3 secções e será mensurado a espessura do miométrio, estroma, epitélios 
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luminal e glandular. Para análise da morfometria uterina, foram avaliadas a 
área do endométrio uterino (END) e miométrio (MYO), como descrito por 
Schönfelder et al, 2004; Mendoza -Rodriguez et al, 2011. 
Para a análise histológica, foi utilizado um sistema de análise de imagem 
que consistiu de uma câmara digital (Evolution, Media Cybernetics, Inc., 
Bethesda, MD) ligada a um microscópio de luz (Eclipse 400, Nikon). Imagens 
de alta qualidade (2048 × 1536 pixels) foram capturadas com o Pro Plus 4.5.1 
(Media Cybernetics). 
 
3.6 Quantificação da produção de ânion superóxido in situ 
 
3.6.1 Fluorescência produzida pela oxidação do dihidroetídeo (DHE) em 
segmentos de aorta, nos tecidos ovariano e hipófise 
 Para verificar a influência da exposição do ferro dextrano em 24 horas 
sobre a produção de O2
.- foi utilizada a técnica de fluorescência produzida pela 
oxidação do DHE. O DHE é um derivado do etídio que entra em contato com 
O2
.-, oxida-se e posteriormente se liga ao DNA das células emitindo 
fluorescência vermelha (Wiggers et al, 2008). Este método permite analisar a 
produção “in situ” nos segmentos teciduais.  
 Os segmentos de aorta foram retirados dos animais, bem como amostra 
do ovário e hipófise, em seguida limpos e mantidos por 1 hora em solução 
Krebs-Henseleit com sacarose 30 %. Estas amostras foram congelados em 
meio adequado (meio de congelamento). Posteriormente, foram mantidas a -
80º C até o dia do experimento. 
 Os blocos das amostras foram cortados no criostato com 10 µm de 
espessura para aorta e 7 µm para ovário e hipófise. Posteriormente, estes 
cortes foram adicionados em lâminas gelatinadas e secos em estufa a 37º C 
durante 30 minutos. Após este procedimento, as lâminas contendo os cortes 
foram lavadas e em seguida incubadas com Krebs HEPES (Para 100 ml de 
Krebs: 29,4 mg de CaCl2, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de KCl, 4,9 mg de MgCl2, 
197,8 mg de HEPES e 198,2 de glicose) por 30 minutos em uma câmara úmida 
à 37 ºC. Decorridos os 30 minutos, o Krebs foi escorrido e o excesso seco. Em 
seguida, foi realizada incubação com DHE 2 µM por duas horas na estufa com 
câmara fechada a 37 ºC. A luminescência emitida foi visualizada com 
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microscópio fluorescência invertido (Leica DM 2500) e câmara fotográfica 
(Leica DFC 310 FX) com filtro 568 nm. As imagens foram quantificadas pelo 
software ImageJ. 
 
3.7 Medida de produção de Malondialdeído (MDA) no plasma 
 
 As amostras de plasma dos animais foram coletadas em tubos BD 
Vacutainer® Plus com heparina jateada na parede interna do tubo, 
centrifugadas a 4000 rpm a 4 ºC por 20 minutos e armazenadas a -80 °C até o 
dia da análise. As concentrações plasmáticas de MDA foram mensuradas por 
ensaio modificado de ácido tiobarbitúrico (TBA) (Wiggers et al, 2008). Os 
radicais livres reagem com os PUFA da membrana celular e lipoproteínas, 
transformando-os em ácidos graxos peroxidados os quais sofrem redução de 
sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua concentração sérica é 
proporcional à quantidade de ácidos graxos poliinsaturados oxidados e, 
portanto um indicador de peroxidação lipídica.  
 Após centrifugação do sangue, o plasma foi coletado e misturado ao 
ácido tricloroacético a 20 % em 0,6 MHCl (1:1 vol/vol) e mantidos em gelo por 
20 minutos para precipitar seus componentes e evitar possíveis interferências. 
As amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 1500 x g antes 
de adicionar o TBA (120 mM em Tris 260 mM, pH 7) ao sobrenadante numa 
proporção de 1:5 (v/v). Após, a mistura foi aquecida a 97º C por 30 minutos. A 
medida foi realizada através da absorbância usando Absorbance Microplate 
Reader (ELx808TM). 
 
3.8 Análise Espectrométrica 
 
Acredita-se que os efeitos deletérios promovidos pela sobrecarga de 
ferro estão correlacionados à concentração de ferro no sangue e sua 
deposição nos diversos órgãos (Siddique & Kowdley, 2012). 
Dessa forma, para mensurar a concentração de ferro foram coletados  
sangue, hipotálamo, hipófise, ovário, útero, coração, fígado e baço e 
armazenados a -20 °C. Posteriormente, o sangue e os órgãos foram 
encaminhados ao Laboratório de Espectrometria Atômica (LEA) da UFES, 
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coordenado pela Professora Maria Tereza para avaliação da concentração de 
ferro nestes tecidos. 
A análise da deposição tecidual e da concentração sanguínea do ferro 
foi realizada através da técnica de Espectrometria de Absorção Atômica como 
descrito por Dornelles et al, 2008, através do espectrômetro de absorção 
atômica com forno de grafite. 
 
3.9 Extração e Dosagem de Proteínas 
 
Alguns ovários e os úteros foram armazenados a -80 ºC para a posterior 
extração de proteínas totais e realização do western blotting. O primeiro passo 
realizado para a extração foi a homogeneização dos tecidos. Para tanto, foi 
adicionado em cada amostra um volume de 500 μL de tampão de lise 250 
mmol/L de sacarose, 1 mmol/L de EDTA, 20 mmol/L de imidazol, pH 7.2, e os 
seguintes inibidores de protease: 1 mmol/L de fluoreto de 4-(2-aminoetil)-
benzenosulfonil, 1 mmol/L de benzamida, 10 mg/L de leupeptina, 1 mg/L de 
pepstatina A, 1 mg/L de aprotinina, e 1 mg/L de quimostatina. As amostras 
foram homogeneizadas a 0ºC utilizando um homogeneizador Potter, com 10 
incursões por amostra (Graceli et al, 2012). 
As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 10000×g por 20 
minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante de cada amostra foi 
armazenado a -80 ºC em tubos eppendorfs para futura quantificação de 
proteínas totais. Para a determinação da concentração de proteínas totais o 
método de Lowry (Lowry et al, 1951) foi utilizado.  
Um volume de 20 μL do sobrenadante de cada amostra homogeneizada 
foi utilizado para a dosagem, sendo transferidos para tubos 30 de ensaio, com 
adição de tartarato de cobre, reagente de folin e água. Tal método se baseia na 
reação do cobre com a proteína presente em cada amostra, em meio alcalino, 
e posterior redução do reagente de folin. Quando ocorre a redução do reagente 
de folin, o resultado é uma cor mais intensa com absorção máxima em 550 nm, 
logo, quanto mais proteína, mais intensa é a coloração nos tubos. Para a 
análise de absorbância foi utilizado o espectrofotômetro. A concentração de 
proteínas é determinada por meio de uma curva padrão previamente 
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construída com soluções de diferentes concentrações, e o “branco” utilizado 
para a construção da curva foi albumina soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich). 
 
3.9.1 Western Blotting (Immunoblotting) 
 
Após as dosagens, retiramos o volume necessário de cada amostra para 
uma concentração de 100 μg/μL em um volume final de 15 μL. Foi colocado em 
eppendorfs a quantidade de proteína estabelecida por amostra, adicionou-se 
água e tampão de amostra contendo Tris–HCl 62.5 mM, pH 6.8, 2% de dodecil 
sulfato de sódio (SDS), 5% de glicerol, 0.01% de bromofenol azul, e 1.7% de β- 
mercaptoetanol. As proteínas presentes em cada eppendorf foram  
solubilizadas, uma vez que os tubos foram colocados em um béquer contendo 
água a 100 ºC. Os eppendorfs foram mantidos nessa temperatura por 5 
minutos.  
Conforme Celis (2006), o gel SDS-PAGE (do inglês, polyacrylamide gel 
electrophoresis) foi preparado usando 10 % de SDS e poliacrilamida 
(acrilamida e bisacrilamida). As amostras (15 μL) foram pipetadas cada uma 
em um poço dos géis e as corridas de eletroforese tiveram duração de 1 hora e 
30 minutos cada a 120 Volts. Durante a eletroforese as amostras e os géis se 
mantiveram imersos em 31 tampão de corrida. Em seguida, em uma cuba com 
tampão de transferência, as proteínas foram transferidas do gel para uma 
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA). 
Na transferência, as membranas foram lavadas com tampão tris-salina 
0.05% e tween 20 (TBS-T), e bloqueadas com BSA 5 % em solução de TBS-T 
por 1 hora a 4 ºC. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas com 
TBS-T por 10 minutos e incubadas com seus respectivos anticorpos primários, 
isto é, anticorpo policlonal de coelho para o peptídeo da região C-terminal do 
receptor de estrogênio alfa de ratos, camundongos e humanos (ER–α, diluição 
1:500, em 3 % BSA em TBS-T, durante toda a noite a 4 ºC) (Santa Cruz 
Biotechnology, INC) e com anticorpo policlonal de coelho região C-terminal da 
β-actina de ratos, camundongos e humanos, sendo a β-actina utilizada como 
controle interno de cada western blotting realizado (β-actina, diluição 1:1000, 
em 3 % BSA em TBS-T, durante toda a noite a 4 ºC) (Santa Cruz 
Biotechnology, INC).  
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Depois da incubação com os anticorpos primários, as membranas foram 
lavadas 3 vezes por 10 minutos cada com TBT-T e em seguida, a membrana 
foi incubada com anticorpo secundário anti IgG de coelho conjugado com 
fosfatase alcalina (Sigma). Para a incubação do anticorpo secundário, utilizou-
se para anticorpo anti-ERα, anti-ERβ (1:1000, em 3 % BSA em TBS-T, por 1 
hora a 4 ºC) (Sigma Immuno-Chemicals) e anti β-actina (1:4000 em 3 % BSA 
em TBS-T, por 1 hora a 4 ºC. O resultado do western blotting de cada amostra 
foi visualizado pela adição de 200 μL de solução estoque dos reveladores NBT 
(do inglês, nitroblue tetrazolium chloride) e BCIP (do inglês, 5-bromo-4-chloro-
3-indolylphosphate p-toluidine salt, 50 mg/mL) (Life Technologies, Rockville, 
MD) em 10 mL de solução de tris-HCl e NaCl 0,1 M, pH 9,5, onde as 
membranas ficaram imersas por 5 minutos, sob agitação em temperatura 
ambiente. Tais reveladores são utilizados para a detecção colorimétrica da 
atividade da fosfatase alcalina. 
As bandas de ERα, ERβ e β-actina foram analisadas por densitometria, 
por meio de Unidades densitométricas arbitrárias, utilizando o Programa Image 
J. Para a relativa expressão de ER–α e ERβ seus valores foram divididos pelos 
valores correspondentes de β-actina. 
 
3.10 Medidas Hemodinâmicas 
A avaliação direta dos efeitos do ferro dextrano nos parâmetros 
hemodinâmicos arteriais e ventriculares foi realizada após 24 horas de 
exposição ao metal. Os animais de ambos os grupos foram anestesiados com 
uretana 30% (1,2 g/ Kg, i.p.). O plano anestésico foi avaliado pela 
responsividade ao estímulo doloroso, e quando necessário, houve 
suplementação na dose do anestésico utilizado.  
Após o procedimento anestésico, os animais foram submetidos à cirurgia 
de cateterização da veia jugular direita e da artéria carótida direita para 
mensuração dos parâmetros cardiovasculares. Para esta cateterização foram 
utilizadas cânulas de polietileno PE-50 (Intramedic Polyethylene Tubing, Clay 
Adams, Becton, Dickinson and Company, Nova Jérsei, EUA) preenchidas com 
salina heparinizada (50 U/ml). Tanto a jugular quanto a carótida foram 
separadas delicadamente do tecido conjuntivo, em seguida a cânula era 
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inserida e amarrada com um fio sem obstruir o fluxo de sangue. (Parasuraman 
& Raveendran, 2012). 
Os cateteres, já introduzidos nos vasos sanguíneos dos animais, eram 
acoplados a um transdutor de pressão (TSD 104A- Biopac conectado a um pré-
amplificador) interligado ao sistema Biopac, o qual permitia que as pressões 
arteriais, ventriculares e a frequência cardíaca (FC) fossem registradas (MP 30 
Byopac Systems, Inc; CA) e processadas por um computador. Para o 
processamento dos dados foi utilizado taxa de amostragem de 2000 amostras / 
segundo.  
Após 20 minutos de estabilização da pressão arterial (PA) e FC foram 
registrados os seguintes parâmetros: pressão arterial sistólica (PAS), diastólica 
(PAD) e média (PAM); FC; pressões sistólicas e diastólicas intraventriculares 
direita (PSVD; PDfVD) e esquerda (PSVE; PDfVE); derivadas de pressão 
intraventricular (dP/dt) positiva (+) e negativa (-), estas obtidas a partir dos 
registros de ondas de pressão intraventricular em função do tempo. As 
variações de dP/dt (+) foram utilizadas como índice de ações inotrópicas e as 
variações de dP/dt (-) foram utilizadas como índice de ações lusitrópicas.  
A pressão ventricular direita foi medida pela introdução do cateter até o 
ventrículo direito, perfazendo o circuito via veia jugular direita. Já a aquisição 
da pressão intraventricular esquerda foi obtida com a introdução do cateter 
através da artéria carótida direita.  
 
3. 11 Expressão e análise estatística dos resultados 
 A normalidade dos dados foi testada por D'Agostino & Pearson. As 
comparações entre grupos  foi utilizada a análise de variância (ANOVA) uma 
via, seguido do pós-teste (pos-hoc) de Bonferroni. Os resultados foram 
expressos como média ± erro padrão da média (EPM). O número de animais 
está demonstrado entre parênteses dentro das barras dos gráficos. Para 
análise dos dados e aplicação dos testes estatísticos foi utilizado o programa 
GraphPad Prism Software. Os resultados foram considerados estatisticamente 
significantes para valores de p≤0,05. 
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4 RESULTADOS  
4.1 Avaliação da concentração de ferro plasmático e tecidual  
Para avaliarmos a eficácia de nosso modelo em promover a sobrecarga 
de ferro, após 24 horas de exposição, amostras de sangue e tecidos (fígado e 
baço) desses animais foram coletadas para dosagem espectrométrica da 
concentração de ferro nestas repartições. As ratas dos grupos Fe 250, Fe 500 
e Fe 1000 apresentaram um aumento significativo dos níveis séricos de ferro 
quando comparado com o grupo controle (Controle: ≤LD; Fe 250: 1176±47; Fe 
500: 1861±118; Fe 1000: 6050±330 mg/L, p≤0,001, n=6, Figura 3A).  
  Na figura 3B e C, observa-se que os animais dos grupos tratados 
apresentaram concentração maior de ferro em comparação aos do grupo 
controle, dose-dependente. Evidencia-se o acúmulo deste metal nos tecidos do 
baço (controle: 2280±84; Fe 250: 16915±694; Fe 500: 20338±1227; Fe 1000: 
29955±1113 µg/g, p≤0,01, n=6, Figura 3B) e fígado (controle: 725±23; Fe 250: 
7123±325; Fe 500: 8035±527; Fe 1000: 10958±591 µg/g, p≤0,01, n=6, Figura 
3C). 
Com o intuito de verificar se o estado oxidante (estresse oxidativo) foi 
alterado pela sobrecarga de ferro, foi realizada a medida da produção de 
malondialdeído no plasma (MDA). Como observado na Figura 3D, os níveis 
MDA foi significativamente maior no Fe 500 e Fe 1000 em comparação com 
controle (controle: 0,54±0,1; Fe 250: 1,15±0,1; Fe500: 1,81±0,2; Fe 1000: 
2,53±0,5 mM, p≤0,01, n=6-9, Figura 3D). 
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Figura 3. Avaliação do acúmulo de ferro no soro, baço, fígado e MDA plasmático. (A) 
Soro, (B) Baço e (C) Fígado mensuração do ferro por espectrofotometria absorção atômica. (D) 
Concentração plasmáticas de MDA. Os resultados estão expressos como média ± EPM. 
*
p≤0,05; 
**
p≤0,01; 
***
p≤0,001  vs controle. 
##
p≤0,01; 
###
p≤0,001 vs Fe 250. 
&&&
p≤0,001 vs Fe 500. 
ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. 
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4.2 Peso dos órgãos e Dosagem Hormonal  
 Para determinar o efeito da sobrecarga de ferro aguda na função do 
eixo HPG, os pesos do hipotálamo, hipófise, ovário e útero e os níveis de 
gonadotrofinas das ratas foram avaliados (Figura 4). Os valores do (A) 
hipotálamo, (E) ovário e (F) útero não apresentaram variação entre os grupos 
Fe 250, Fe 500 e Fe 1000 quando comparados ao controle. No entanto, o peso 
da hipófise apresentou aumento significante nos grupos Fe 500 e Fe 1000 
quando comparado com controle (Controle: 8,6±0,5; Fe 250: 788±0,3; Fe500: 
10,3±0,5; Fe 1000: 10,5±033 g, p≤0,01, n=6, Figura 4B). As medidas de 
dosagem hormonal também foram realizadas no plasma desses animais 
(Figura 4), onde os valores de (C) LH e (D) FSH não apresentaram variação 
significante entre os grupos analisados.  
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Figura 4. O efeito da sobrecarga de ferro nos pesos hipotálamo, hipófise, ovário e útero e 
níveis gonadotrofinas.  (A) Hipotálamo, (B) Hipófise, (C) LH, (D) FSH, (E) Ovário e (F) Útero. 
Os resultados estão expressos como média ± EPM. 
*
p≤0,05 vs controle;
 . ##
p≤0,01, 
###
p≤0,001 
vs Fe 250. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. 
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4.3 Efeito da sobrecarga de ferro no eixo hipotálamo-hipófise  
 Para avaliar os efeitos da sobrecarga aguda de ferro no eixo 
hipotálamo-hipófise, a concentração de ferro no hipotálamo foi mensurada por 
espectrometria de absorção atômica. Os grupos Fe 250, Fe 500 e Fe 1000 
apresentaram aumento dose-dependente da concentração de ferro quando 
comparados ao controle (controle: 77,4±4; Fe 250: 118,5±7; Fe500: 180±7,7; 
Fe 1000: 361±31 µg/g, p≤0,01, n=6-10, Figura 5A). O depósito de ferro na 
hipófise foi avaliado pela coloração azul da Prússia. Observamos na Figura 5 
que os grupos (C) Fe 250, (D) Fe 500 e (E) Fe1000 ilustra um acúmulo de ferro 
maior que no grupo (B) controle. 
 O acúmulo de Fe na hipófise foi associado ao desenvolvimento 
geração do estresse oxidativo, onde foi avaliado pela análise do DHE. Foi 
observado, portanto um aumento da produção de ânion superóxido na hipófise 
do grupo Fe 1000 quando comparado com o controle. A produção de ânion 
superóxido no Fe 250 e Fe 500 não foram estatisticamente diferente quando 
comparado ao grupo controle (controle: 0,06±0,005; Fe 250: 0,07±0,004; 
Fe500: 0,07±0,003; Fe 1000: 0,09±0,007, p≤0, 01, n=4, Figura 5J). 
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Figure 5. Avaliação do acúmulo de ferro no eixo hipotálamo-hipófise e a produção de 
ânion superóxido na hipófise. Mensuração de ferro no (A) Hipotálamo, por 
espectrofotometria de absorção atômica.  Acúmulo de ferro na hipófise avaliado por coloração 
da Azul Prússia (B) Controle, (C) Fe 250, (D) Fe 500 e (E) Fe 1000. Imagens de micrografia 
representam a fluorescência emitida por dihidroetídio em seções da hipófise (F) Controle, (G) 
Fe 250, (H) Fe 500 e (I) Fe 1000. (J) Gráfico representativo da quantificação de ânion 
superóxido. Os resultados estão expressos em média ± EPM. 
*
p≤0,05; 
**
p≤0,01; 
***
p≤0,001 vs 
controle.
 #
p≤0,05 ; 
###
p≤0,001 vs Fe 250. 
&&&
p≤0,001 vs Fe 500. ANOVA uma-via e pós-teste de 
Bonferroni. Imagem A-D (bar: 80 μm). 
 
 
4.4 Avaliação da sobrecarga de ferro nos ovários 
 O acúmulo de ferro nos ovários foi realizado pelo estudo histológico por 
meio da técnica de com coloração Azul da Prússia, que cora de azul o acúmulo 
de ferro no tecido (Figura 6). A deposição de ferro no espaço cortical e medular 
foi maior nos ovários tratados com ferro, especialmente na região em torno dos 
folículos do ovário (Figura 6B-D), no Corpo Lúteo - CL (Figura 6F-H) e folículos 
atrésicos (Figura 6J-M).  
 Corroborando com os resultados mostrados da histologia, análise 
espectrometria de absorção atômica mostra que o acúmulo de ferro nos 
ovários é significativamente alta, de modo que o deposição do Fe é dose-
dependente (controle: 210±30; Fe 250: 1912±405; Fe 500: 2812±371; Fe 1000: 
5550±580,2 µg/g, n=5-6, p≤0,01, Figura 6N). 
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Figura 6. Acúmulo de ferro no ovário avaliada pela coloração da Azul da Prússia. 
Estrutura dos ovários do grupo controle sem depósito de ferro no (A) estroma, (E) CL e (I) An. 
Nos grupos (B,F,J) Fe 250, (C,G,L) Fe 500 e(D,H,M) Fe 1000 mostram a coloração de ferro 
dentro do estroma ovariano, células da granulosa e CL. (N) Quantificação de ferro no ovário 
realizado por espectrometria atômica. Os valores estão expressos como média ± EPM. 
**
p≤0,01; 
***
p≤0,001 vs controle.
 ###
p≤0,001 vs Fe 250. 
&&&
p≤0,001 vs Fe 500. ANOVA uma-via e 
pós-teste de Bonferroni.  Imagem A-D (bar: 400 μm); E-M (bar: 100 μm). 
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4.5 Efeito da sobrecarga de ferro na morfologia ovariana 
Apesar de não termos encontrado alterações macroscópicas diretas no 
peso dos ovários, modificações morfológicas no tecido ovariano foram 
analisados. Os cortes histológicos foram submetidos à coloração de H&E e o 
tratamento com sobrecarga de ferro levou a alterações morfológicas como um 
prejuízo no desenvolvimento folicular dose-dependente (Figura 7).  
 As ratas do grupo controle apresentaram folículos antrais, CL, e 
estrutura do folículo antral com aspecto normal (Figura 7A, E, I). Já as ratas 
dos grupos Fe 250, Fe 500 e Fe 1000 demonstraram aumento folículos 
atrésicos e aumento de folículos císticos, que são folículos que não conseguem 
se desenvolver normalmente. Bem como presença de células apoptóticas na 
área central do CL (Figura 7F, G, H), na camada de células da granulosa e no 
espaço antral (Figura 7J, L, M). A sobrecarga de ferro aguda acarretou um 
significativo desequilíbrio no desenvolvimento folicular ovariano, como 
corroborado pelo aumento no número de folículos atrésicos (controle: 2,6± 0,2; 
Fe 250: 4,2± 0,7; Fe 500: 5,0 ± 0,8; Fe 1000: 5,5±1,0 nº/campo de luz, n=4, 
p≤0,05, Figura 7P), redução do número de CL (Controle: 7,4± 0,5; Fe 250: 5,8± 
0,6; Fe 500: 5,1±0,5; Fe 1000: 4,5±0,4 nº/ campo de luz, n=4, p≤0,05, Figura 
7Q), o número de folículos pré-antrais (controle: 2.,6±0,4; Fe 250: 3,6±0,3; Fe 
500: 1,8±0,2; Fe 1000: 1,7±0,3 nº/ campo de luz, n=4, p≤0,01,Figura 7N) e 
antrais (controle: 5,7±0,4; Fe 250: 6,2±1,0; Fe 500: 2,3±0,4; Fe 1000: 3,0±0,5 
nº/ campo de luz, n=4, p≤0,05,Figura 7O). 
Os animais do grupo Fe 500 e Fe 1000 apresentaram concentrações 
plasmáticas de estrogênio menores quando comparados ao controle (controle: 
20± 4; Fe 250: 20± 1,6; Fe 500: 10,3±1,0; Fe 1000: 9,5±1,5 pg/mL, p≤ 0,05, 
n=5-6, Figura 7R).  
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Figura 7. Sobrecarga de ferro aguda no desenvolvimento folicular ovariano. Fotografias 
microscópicas representativos de ovário corados com H&E. (A, E, I) Grupo controle apresentou 
desenvolvimento folicular regular e CL normal. Os ovários dos grupos do ferro apresentaram 
anormalidades morfológicas, com prejuízo no desenvolvimento folicular dose- dependente. (B, 
C, D) Fotomicrografia de baixa ampliação mostrou folículos antrais (An), folículos atrésicos (At), 
CL e presença de folículos císticos (indicados pela setas pretas). (F) Fe 250, (G) Fe 500 e (H) 
Fe 1000 mostra presença de células apoptóticas na área central do CL (seta preta). (J) Fe 250, 
(L) Fe 500 e (M) Fe 1000 folículos antrais mostraram ruptura na oocito. Folículos ovarianos e 
CL foram contados por campo de luz. (N) Pré-antral, (O) Antral, (P) Atresico e (Q) CL. (R) 
avaliação dos níveis de estrogênio na fase do estro. Os valores estão expressos como média ± 
EPM. 
*
p≤0,05; 
**
p≤0,01 vs controle.
 #
p≤0,05; 
##
p≤0,01 vs Fe 250.  ANOVA uma-via e pós-teste 
de Bonferroni.  Imagem A-D (bar: 400 μm); E-M (bar: 100 μm) 
 
 
4.6 Avaliação da produção de ânion superóxido (O2
.-)  com sobrecarga de 
ferro nos ovários  
 O aumento do Fe livre, ou seja, não ligado a transferrina pode 
ocasionar a geração de EROs e consequentemente estresse oxidativo. 
(Shazia, 2012). Dessa forma, podemos observar um aumento na produção de 
ânion superóxido no ovário nos grupos Fe 250, Fe 500 e Fe 1000 quando 
comparado com o controle. (controle: 0,2±0,03; Fe 250: 0,3±0,04; Fe500: 
0,3±0,02; Fe 1000: 0,4±0,02 ; p≤0,01, n=4, Figure 8A-E).  
 
48 
 
 
Figura 8. Sobrecarga aguda de ferro na produção de ânion superóxido ovariano. 
Fotomicrografia de fluorescência emitida por dihidroetídio em tecido ovariano. (A) Controle, (B) 
Fe 250, (C) Fe 500 e (D) Fe 1000. (E) Gráfico representativo da quantificação de ânion 
superóxido. Os resultados estão expressos em media ± EPM. 
*
p≤0,05; 
**
p≤0,01; 
***
p≤0,001  vs 
controle. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. Imagem A-D (bar: 60 μm). 
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4.7 Avaliação da sobrecarga de ferro no útero 
 Estudos histológicos foram realizados para avaliar a acumulação de 
Fe no útero, como mostrado pela coloração azul da Prússia (Figura 9). O 
acúmulo de ferro foi maior nos grupos tratados com ferro dextrano, sendo mais 
evidente essa deposição na região do endométrio uterino. Portanto, a 
coloração intensa foi observada de acordo com o aumento da dose Fe 250 
(Figura 9C-D), Fe 500 (Figura 9E-F) e Fe 1000 (Figura 9G-H) quando 
comparado controle (Figura 9A-B). Os resultados da análise de 
espectrofotometria confirmam que acúmulo de Fe no útero foi maior nos grupos  
tratados (controle: 147,4±8,6; Fe 250: 1048±190,1; Fe 500: 2390±352,4; Fe 
1000: 3591±671,1 µg/g, n=5-7, p≤0,01, Figura 9I). 
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Figure 9. Avaliação do acúmulo de ferro no útero. Fotografias microscópicas 
representativos de útero corados com Azul da Prússia. Cortes do útero mostrando a estrutura 
do epitélio luminal (LE), endométrio (END) e miométrio (MYO). (A-B) grupo controle sem 
presença de ferro. No entanto, Fe 250 (C-D), Fe 500 (E-F) e Fe 1000 (G-H) mostra um acúmulo 
principalmente na região do END. (I) Mensuração do ferro no útero pela análise de 
espectrofotometria de absorção atômica. Os resultados estão expressos em média ± EPM. 
**
p≤0,01; 
***
p≤0,001  vs controle; 
##
p≤0,01 vs Fe 250. ANOVA uma-via e pós-teste de 
Bonferroni. Imagem A-D (bar: 400 μm); E-M (bar: 100 μm). 
 
 
4.8 Efeito da sobrecarga de ferro na morfometria uterina 
 As seções útero foram coradas com H&E, para verificar o efeito da 
sobrecarga aguda de Fe na morfometria uterina. A área do endométrio e 
miométrio foi semelhante entre os grupos analisados. Portanto, a exposição 
ferro por 24 horas não foi capaz de alterar a morfometria uterina diretamente.  
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Figure 10. Efeitos da sobrecarga aguda de ferro sobre a morfometria uterina. Seções de 
útero corados com H&E do (A) controle, (B) Fe 250 , (C) Fe 500 e (D) Fe 1000, mostra 
histologia típica uterina, bem como a área do endométrio (END) e no miométrio (MYO). (E) 
Gráfico representativo da área END. (F) Gráfico representativo da área MYO. Os valores estão 
expressos como média ± EPM. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. Imagem A-D (bar: 
50 μm).  
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4.9 Efeito da sobrecarga aguda de ferro nos receptores de estrogênio 
ovarianos e uterinos 
 A expressão dos receptores ERα e ERβ foi avaliada no controle, Fe 
250, Fe 500 e Fe 1000 ovários e úteros utilizando um ensaio de imunobloting. 
Não houve diferença na expressão do receptor ERα e ERβ nos ovários (Figura 
11A e C) e no útero dos grupos analisados (Figura 11B e D). 
 
 
 
Figure 11. Análise western blot para proteínas ERα e ERβ. (A e C) ovário e (B e D) útero 
nos grupos Controle, Fe 250, Fe 500 e Fe 1000. Os valores estão expressos como média ± 
EPM. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. 
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4.10 Efeito da sobrecarga de ferro no coração e produção de ânion 
superóxido (O2
.-)  em segmentos aórticos   
 
 O acúmulo de ferro no coração pode resultar aumento do estresse 
oxidativo e a geração de EROs (Oudit et al, 2003; Lou et al, 2009; Kramer et al, 
2012).  Portanto, investigamos pela análise de espectrofotometria de absorção 
atômica a concentração de ferro no coração. Podemos observar aumento dose 
dependente na concentração (controle: 251±12; Fe 250: 640,5±41; Fe 500: 
1095±102; Fe 1000: 1814±172,3 µg/g, n=4-6, p≤0,01, Figura 12A).  
 A partir disto, verificamos se esse acúmulo foi capaz de alterar na 
produção de ânion superóxido em segmentos de aorta. Os resultados da 
análise do DHE, confirmam aumento na produção O2
.-  nos grupos Fe 500 e Fe 
1000, corroborando com dado anterior (controle: 45,4±3; Fe 250: 62,2±2,5; 
Fe500: 71±5,2; Fe 1000: 74,3±4 ; p≤0,01, n=5-8, Figure 12B-F).  
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Figura 12. Sobrecarga aguda de ferro na produção de ânion superóxido em segmentos 
aórticos.  (A) Mensuração do ferro no coração pela análise de espectrofotometria de absorção 
atômica. Imagens de micrografia representam a fluorescência emitida por dihidroetídio em 
segmentos de aorta. (B) Controle, (C) Fe 250, (D) Fe 500 e (E) Fe 1000. (F) Gráfico 
representativo da quantificação de ânion superóxido. Os resultados estão expressos em media 
± EPM.  
**
p≤0,01; 
***
p≤0,001  vs controle; 
 ###
p≤0,001 vs Fe 250. 
&&&
p≤0,001 vs Fe 500. ANOVA 
uma-via e pós-teste de Bonferroni. Imagem B-E (bar: 60 μm). 
 
 
 
 
 
56 
 
4.11 Avaliação Hemodinâmica 
 
 Os parâmetros arteriais e o desempenho ventricular foram avaliados 
através de medidas hemodinâmicas dos animais anestesiados, após 24 horas 
de exposição. A sobrecarga de ferro aguda não foi capaz de alterar 
diretamente nos parâmetros pressóricos arteriais e na FC, como demonstrado 
na Figura 13.  
 
 
 
Figura 13.  Avaliação de parâmetros pressóricos arteriais e FC. (A) Pressão arterial 
sistólica; (B) Pressão arterial diastólica; (C) Pressão arterial média; (D) Frequência Cardíaca. 
Os valores estão expressos como média ± EPM. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. 
 
 
 
 
57 
 
Na avaliação do desempenho ventricular esquerdo, como demonstrado 
na Figura 14, a exposição aguda ao ferro não foi capaz de elevar a PSVE, 
assim como as derivadas temporais de pressão, tanto a positiva como a 
negativa.  
 
 
 
Figura 14.  Avaliação de parâmetros hemodinâmicos ventriculares esquerdo.  (A) Pressão 
sistólica ventrículo esquerdo; (B) Pressão diastólica final do ventrículo esquerdo; (C) Derivada 
temporal de pressão positiva; (D) Derivada temporal de pressão negativa. Os valores estão 
expressos como média ± EPM. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. 
 
 
Quando investigamos os efeitos do ferro nos parâmetros pressóricos e 
contráteis do VD, observa-se, na figura 15 A, que a sobrecarga aguda de ferro 
modificou apenas na PSVD do grupo Fe 500 comparado com controle 
(controle: 27,2±1; Fe 250: 30±1; Fe500: 31,4±0,8; Fe 1000: 28,2±1,5 mmHg; 
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p≤0,05, n=8-10, Figure 15A). Já a PDfVD e as derivadas temporais de pressão 
avaliados nesta câmara, não apresentaram alteração com o tratamento.  
 
 
Figura 15.  Avaliação de parâmetros hemodinâmicos ventriculares direito.  (A) Pressão 
sistólica ventrículo direito; (B) Pressão diastólica final do ventrículo direito; (C) Derivada 
temporal de pressão positiva; (D) Derivada temporal de pressão negativa. Os valores estão 
expressos como média ± EPM. 
*
p≤0,05  vs controle.  ANOVA uma-via e pós-teste de 
Bonferroni. 
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5 DISCUSSÃO 
 O ferro é um metal presente nos diferentes tecidos do corpo dos 
mamíferos, desempenhando um papel crucial em diversos processos 
fisiológicos normais. Em fêmeas, o ferro é importante para a função endócrina 
normal, como também para o controle apropriado do eixo hipotalâmico-
hipofisário-gonadal (HPG) tal como o desenvolvimento folicular e a formação 
do corpo lúteo. 
 Contudo, uma vez que as funções do ferro estão presentes nas células 
do eixo reprodutivo periférico, a sinalização precisa diretamente ao eixo HPG 
sobre a função reprodutiva de mamíferos não é bem compreendida. Assim, 
estudos prévios usando modelos de sobrecarga de ferro mostraram que seu 
acúmulo prejudicou a manutenção da função normal do eixo HPG tal como a 
flutuação da concentração de LH e a foliculogênese ovariana. (Safarinejad, 
2010; Asano, 2011). Esta carência de pesquisas enfatizando o efeito de uma 
sobrecarga aguda de ferro nos impulsionou a investigar seus efeitos deletérios 
em um modelo de avaliação do trato reprodutivo. Assim, nós fornecemos 
evidências de que o acúmulo agudo de ferro que é criticamente responsável 
pelo mau funcionamento do eixo HPG é dependente da produção de EROs e 
sua sinalização sobre o trato reprodutivo. 
 Estudos prévios usando diferentes sobrecargas de ferro registraram 
aumento da concentração de ferro no sangue ou seu acúmulo nos tecidos 
(Lucessoli et al, 1999; Yamaguchi, 2008; Asano, 2011). Nossos resultados 
estão de acordo com achados prévios mostrando um aumento dos níveis 
séricos de ferro, bem como um acúmulo de ferro dose-dependente no baço e 
no fígado. Brewer et al, (2014) reportaram um aumento de ferro cardíaco e 
hepático de camundongos submetidos a uma dieta com alto teor de ferro por 
oito semanas. De forma interessante, um grande acúmulo de ferro foi também 
observado em ratos submetidos a sobrecarga de 20h usando um tratamento 
com ferro dextrano semelhante ao que realizamos (Lucesoli et al, 1999). 
 Além disso, Galleano e Pintarulo (1994) sugeriram que o 
tratamento com ferro dextrano assemelha-se a sobrecarga secundária, que tem 
como características aos pacientes com talassemia. As talassemias são 
defeitos moleculares que reduzem ou cancelam completamente a sintese de 
uma ou mais das cadeias polipeptidicas da molécula de hemoglobina. 
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(Cançado, 2007). Esses defeitos genéticos afetam os processos moleculares 
envolvidos na expressão dos gen da globina. Tais disturbios genéticos são 
caracterizados pela diminuição parcial ou ausência total da produção de 
cadeias globinica. 
A hemoglobina é a molecula que carreia e transporta o oxigenio por todo 
o corpo A molecula normal é um tetramero formado por dois pares de cadeias 
globinicas ligadas a um grupo heme. O tipo de hemoglobina é determinado 
pela combinação das cadeias de globina (cadeias alfa, beta, gama  e delta) 
(Hilliard e Berkow, 1996). O defeito nos genes ligados a produção de cadeias 
α-globínicas resulta na  α-talassemia e o defeito nos genes para cadeia   β, nas  
β-talassemias (Oliveira e Neto, 2004) essas são as mais comunte encontradas 
e que apresentam relevância clinica. 
A sobrecarga de ferro é implicada em vários prejuízos funcionais em 
humanos (Crawford, 1995; Stohs and Bagchi, 1995) e em modelos animais 
(Lucesoli et al, 1999; Brewer et al, 2014) embora as vias de sinalização 
envolvidas não sejam completamente entendidas.  Entretanto, estudos 
sugeriram que a relação entre o acúmulo de ferro e o processo de oxidação 
celular pode fazer parte do mecanismo que origina as alterações patológicas 
provocadas pelo acúmulo de ferro nos tecidos (Lucesoli and Fraga, 1995; 
Lucesoli et al, 1999). Nossos resultados estão de acordo com achados 
anteriores que mostraram um aumento no MDA sérico em ratos tratados com 
sobrecarga aguda de ferro. Semelhante desequilíbrio no status antioxidante 
também foi observado em pacientes com beta-talassemia maior (Hershko, 
2010; Waseem et al, 2011). 
O eixo HPG é o principal modulador da função reprodutiva em 
mamíferos. Em fêmeas, os neurônios de liberação dos hormônios hipotalâmico 
gonadotrópicos (GnRH) desempenham um papel central na regulação da 
cascata de eventos hormonais necessários a maturação ovariana, produção de 
estrógenos e função reprodutiva normal (Shupnik, 1996; Herbison, 1998; 
Couse et al, 2000). Estudos prévios relataram que a sobrecarga de ferro 
desempenha um papel direto no desenvolvimento da toxicologia e do 
funcionamento impróprio dos órgãos reprodutivos em ambos os gêneros 
(Danesi et al, 1994; Skordis et al, 1998; Vizziello et al, 2004; Safarinejad, 2010; 
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Singer et al, 2011; Roussou et al, 2013). Em pacientes do sexo feminino com 
beta-talassemia maior, anormalidades endócrinas foram observadas devido à 
deposição de ferro no eixo HPG após transfusão sanguínea (Oerter et al, 1993; 
Ansari et al, 2006). Nossos resultados estão de acordo com achados prévios 
mostrando que o acúmulo de ferro no eixo HPG de ratas tratadas com 
sobrecarga de ferro. Também, diversos estudos registram que a deposição de 
ferro desempenha um papel crítico no prejuízo da capacidade reprodutiva 
através de um desequilíbrio entre efeitos prooxidantes e antioxidantes (Lucesoli 
et al, 1999; Doreswaymy and Muralidhara, 2005; Roussou et al, 2013). Em 
consonância com esses dados, a geração de estresse oxidativo foi observado 
em nosso estudo na hipófise de ratas do grupo Fe 1000. Todavia, Meyer et al, 
(1990) observaram que mulheres com beta-talassemia maior apresentam 
disfunção reprodutiva por inadequada responsividade hipofisária ao GnRH, 
apesar de, vários pacientes com sobrecarga de ferro hipofisária de moderada a 
severa terem mantido volume e função glandular normais (Noetzli et al 2012).  
Em nosso modelo observamos aumento do peso hipofisário em ratas Fe 500 e 
Fe 1000 e nenhuma alteração no peso do hipotálamo, níveis de 
gonadotropinas e peso de ovário e útero. Assim pode-se sugerir que uma 
importante deposição de ferro presente no eixo hipotalâmico-hipofisário resulta 
da exposição a sobrecarga de ferro conforme registrado neste estudo para 
todos os animais tratados com ferro.  
Uma avaliação do acúmulo de ferro foi realizada para determinar o 
status do depósito ovariano de ferro em todas as ratas tratadas. Semelhante 
aos achados de Iancu (1982) e Costin et al, (1979), nós observamos que a 
sobrecarga exógena de ferro administrada foi capaz de aumentar o acúmulo 
ovariano conforme observado na avaliação histológica e  bioquímica. Em outro 
estudo Lucelosi et al, (1999) observaram o acúmulo de altos níveis de ferro em 
ratos machos usando sobrecarga aguda semelhante a que realizamos. 
Portanto, pode-se sugerir que um acúmulo significante de ferro no ovário é 
resultante da exposição a sobrecarga a partir de uma fonte exógena. 
Estudos anteriores executados com modelos de sobrecarga de ferro 
demonstraram que a deposição de ferro induz graus diversos de disfunção do 
eixo HPG em mamíferos (Bergeon et al, 1978; Raiola et al, 2003; Safarinejad, 
2008). Safarinejad (2010) registraram menores níveis séricos basais e pré-
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ovulatórios de LH e FSH, assim como de estrógenos em pacientes com beta- 
talassemia maior. Interessantemente, o mesmo estudo mostrou 
desenvolvimento folicular anormal após o teste hMG e prejuízo na indução do 
processo de ovulação (Safarinejad 2010). Nossos resultados são consistentes 
com achados passados mostrando prejuízo no desenvolvimento folicular como 
a presença de folículos císticos e reduzidos folículos pré-antral, antral e CL, e 
aumento de folículos atrésicos, indicando um desequilíbrio entre hormônios 
sexuais nesse modelo. Ainda, Singer et al, (2011) observaram que a reserva de 
folículos ovarianos é preservada em pacientes de 30-35 anos de idade com 
talassemia, apesar de reduzido volume de folículos ovarianos. 
Estudos toxicológicos mostraram que ratas expostas a diferentes 
xenobióticos exibiram uma sinalização hormonal drasticamente alterada (Grote 
et al, 2009; Podratz et al, 2012). Em adição Safarinejad (2010) observaram 
uma redução na concentração de estrógenos basais e pré-ovulatórios em 
pacientes com beta-talassemia maior. Nossos achados corroboram estudos 
prévios mostrando uma redução nos níveis séricos de estrógenos nas ratas 
tratadas com ferro. Diversos estudos mostraram que a possível disfunção 
ovariana e acúmulo de ferro em mulheres talassêmicas resulta em vários graus 
de prejuízo a células da granulosa, assim como produção anormal de 
estrógenos ou envelhecimento dos ovários (Appasamy et al, 2008; Asano, 
2012).  
Uma das características chave da disfunção ovariana e insuficiência 
prematura é que ambos têm sido associados com um aumento das EROs e 
decréscimo dos mecanismos de defesa antioxidantes como catalisadores do 
envelhecimento folicular (Tatin, 1996). Em nosso estudo as ratas tratadas com 
ferro tiveram um aumento na produção de EROs no ovário, demonstrando o 
funcionamento impróprio da fisiologia do ovário, bem como alteração da 
arquitetura morfológica. Reubinoff et al, (1996) relataram que os íons de ferro 
mediaram a produção de radicais livres nos folículos ovarianos, levando a 
lesão ovariana em mulheres com beta-talassemia maior. Em outro estudo Luck 
et al, (1995) e Devide et al, (2012) sugeriram que a capacidade antioxidante 
apresenta o papel crítico para o desenvolvimento normal dos folículos 
ovarianos, como também do ovócito e do embrião. Al-Gubory et al, (2012) 
observaram que a produção de EROs foi capaz de induzir morte celular 
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apoptótica, processo semelhante presente na regressão CL que ocorre ao final 
do ciclo não fértil. Além disso, a sobrecarga aguda de ferro leva à disfunção da 
esteroidogênese ovariana e o desenvolvimento folicular ovariano anormal, 
pode ser atribuído ao desequilíbrio entre as vias pró-oxidantes e antioxidantes. 
Uma avaliação do acúmulo de ferro foi executada para determinar o 
status do depósito uterino de ferro em todas as ratas. Semelhante aos achados 
de Defrere et. Al, (2010), que o ferro exógeno administrado às ratas foi capaz 
de aumentar o acúmulo dos níveis de ferro uterino. Estudos sugeriram que o 
acúmulo de ferro uterino foi associado com endometriose e desenvolvimentos 
de outras anormalidades uterinas (van Langendonckt et al, 2002; Rossou et al, 
2012). Contudo, não foram observadas alterações na morfometria do útero em 
nosso modelo. Em adição, os efeitos da sobrecarga de ferro no trato 
reprodutivo são controversos (Agarwal et al, 2008).  
É conhecido que o estrogênio desempenha um papel na regulação na 
função normal do trato reprodutivo, principalmente por ERs nucleares (ERα and 
ERβ) (Couse et al, 1997). Os principais efeitos estrogênicos no útero e ovário 
são mediados por Erα e ERβ, respectivamente (Couse et al, 1997; Schönfelder 
et al, 2004; Murata et al, 2014). Em nosso modelo, os animais tratados com Fe 
e do grupo controle expressaram níveis similares de ERα and ERβ nos tecidos 
ovarianos e uterinos, apesar da redução nos níveis de estrógenos nos tratados. 
 Além dos prejuízos endócrinos descritos acima, também buscamos 
avaliar a função cardiovascular nessa situação de sobrecarga aguda. Essa 
abordagem não só é justificada pela relação forte entre sobrecargas crônicas 
de ferro e acometimento cardíaco, mas também pela relação entre os 
hormônios femininos e o sistema cardiovascular. Consideramos esse assunto 
de extrema relevância, visto que os hormônios sexuais femininos, 
particularmente o estrogênio, exercem ação não só sobre a reprodução e 
desenvolvimento sexual, mas também possuem efeitos hemodinâmicos, 
metabólicos e vasculares, cada vez mais correlacionados à proteção 
cardiovascular (Tostes et al 2003). De fato, estudos experimentais com prejuízo 
na função hormonal feminina têm identificado efeitos danosos sobre a função 
cardíaca e vascular. São descritos não só alterações da contratilidade 
miocárdica (Paigel et al 2011, Gilberti et al 2007), mas também nas funções do 
músculo liso e do endotélio, incluindo redução da disponibilidade de NO e 
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aumento do estresse oxidativo vascular (Wassmann et al 2001; Barbacanne et 
al 1999; Dantas et al 2002). Como descrito por vários estudos, o 
comprometimento cardíaco decorrente da sobrecarga de ferro, per se, 
desencadeia uma disfunção diastólica, arritmia, isquemia cardíaca, lesão de 
perfusão, neurodegeneração e aterosclerose (Lou et al, 2009; Oudit et al, 2004; 
Cheng et al, 2013). Segundo Kramer et al (2012), há uma redução no trabalho 
de pressão-volume cardíaco após exposição à sobrecarga de ferro, além da 
perda da função contrátil, redução do débito cardíaco, pois a pressão sistólica é 
deprimida e há aumento significativo na pressão diastólica final do VE. 
 Corroborando com nossos dados Lou et al (2009) e Oudit et al (2004) 
utilizando modelos crônicos, a sobrecarga aguda utilizada em nosso protocolo 
levou a geração de EROs, causando a peroxidação dos lipídica e dano 
oxidativo. Apesar disso, não identificamos impactos significativos sobre a 
função arterial e ventricular nos animais anestesiados, exceção ao grupo Fe 
500 que apresentou um aumento na pressão sistólica do ventrículo direito 
(PSVD). Hahalis et al (2002), aborda que pacientes com beta-talassemia e 
sobrecarga crônica de ferro apresentam padrão hemodinâmico de disfunção 
diastólica do ventrículo direito, o que está relacionado ao grande índice de 
mortalidade desses pacientes. Alpendurada et al (2010), descreve que o 
declínio da fração de ejeção do VD se correlaciona com a diminuição da função  
VE, decorrente do acúmulo de ferro cardíaco. Apesar dos estudos que 
apresentaram tal alteração hemodinâmica seja decorrente de uma sobrecarga 
crônica de ferro, nossos dados dão indício que ou a sobrecarga aguda não foi 
suficientemente prejudicial aos mecanismos de desempenho cardíaco, ou que 
tais danos só seriam detectados a longo prazo, tal como relatam Muhlestein et 
al (2000), Oudit et al (2006) e Murph et al (2010). 
  Em conclusão, a exposição à sobrecarga de ferro pode perturbar os 
parâmetros reprodutivos e resultar no prejuízo da função reprodutiva normal. 
Nosso estudo adiciona elucidação a esses processos por caracterizar as 
alterações no eixo HPG e os desequilíbrios entre vias pró-oxidantes e 
antioxidantes pela exposição e acúmulo do ferro no eixo HPG. Este trabalho 
visa ao entendimento da sinalização tóxica a partir da sobrecarga de ferro no 
trato reprodutivo de mamíferos e aponta para os riscos a saúde, do acúmulo de 
ferro no desenvolvimento das anormalidades reprodutivas em mamíferos. 
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